



( 厦门大学 1． 医学院抗癌研究中心，2． 生命科学学院，福建 厦门 361005)
摘 要: 目的 构建、表达、纯化抗人死亡受体 5( DR5) 单链抗体，并检测其诱导肿瘤细胞凋亡的活性。方法 采
用 RT-PCR 获取鼠源性抗人 DR5 单克隆抗体重链和轻链可变区基因序列，以一柔性连接肽连接二者，转入表达载
体，以大肠杆菌表达融合蛋白，亲和色谱纯化后用 MTT 实验和凋亡检测试剂盒检测其凋亡诱导活性。结果 获得的
序列经比对为抗体重链和轻链可变区基因，表达纯化后的重组蛋白具有接近完整抗体的肿瘤细胞凋亡诱导活性。
结论 抗人 DR5 scFv 可作为诱导肿瘤细胞凋亡的候选药物，为肿瘤免疫学研究提供材料。
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Abstract: Purpose To construct，express，purify anti-human DR5 scFv，and to assay its activity of
apoptosis induction for tumor cell lines． Methods Variable region sequences of heavy chain and light
chain to murine anti-human DR5 monoclonal antibody were acquired by RT-PCR，then they were linked
through a flexible linker peptide and was cloned into the expression vector． After being expressed by E．
coli and purified using affinity chromatography，the recombinant protein was employed to MTT assay as
well as apoptosis assay kit in order to detect its apoptosis-inducing activity． Results The sequences we've
got were established as the variable region genes of antibody's heavy and light chain，while the recombi-
nant proteins expressed and purified possessing the apoptosis-inducing activity come near to complete an-
tibody． Conclusion Anti-human DR5 scFv can supply material for tumor immunology research as drug
candidate inducing tumor cell apoptosis．
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等［1］。肿瘤坏死因子( Tumor necrosis factor，TNF) 相
关凋亡诱导配体( TNF-related apoptosis-inducing lig-
and，TRAIL) 是 TNF 配体超家族成员，能通过结合死
亡受体 ( Death receptors，DRs ) 诱导肿 瘤 细 胞 系 凋
亡［2］。在所有的 DRs 中，DR4 和 DR5 均含有胞质
死亡结构域( Cytoplasmic death domains) ，与内源性
配体 TRAIL 结 合 后 可 传 导 凋 亡 信 号。DR5 结 合
TRAIL 后，向 细 胞 内 传 递 凋 亡 信 号，活 化 一 系 列
caspase，最终引起细胞凋亡［3-4］。
研究发现，DR5 高频率地表达于肿瘤细胞系和
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临床肿瘤样本中［5-6］，而包括肝在内的多种正常组织
中的 DR5 表达水平都很低。虽然 DR5 的生理功能
尚未 完 全 明 了，但 是 它 的 重 要 作 用 体 现 在 利 用








scFv 抗体( Single-chain antibody fragment，scFv)
是一种小分子基因工程抗体，由抗体分子的重链可
变区( Variable heavy chain，VH ) 和轻链可变区( Vari-
able light chain，VL ) 通过一段短的、柔性的多肽接头















大肠杆菌 Rosetta-gami 菌株、DH5α 菌株、质粒
pET-22b ( + ) 均 购 自 Novagen 公 司; 克 隆 用 质 粒
pMD19-T Simple Vector、Hot Start Taq DNA 聚合酶及
M-MLV Reverse Transcriptase 均购自大连 TaKaRa 公
司; 引物由上海生工公司合成; 限制性内切酶、T4
DNA 连接酶及 Pfu DNA 聚合酶均购自 NEB 公司;
质粒提取及胶回收试剂盒均购 自 OMEGA 公 司。
RNA 分离纯化试剂盒购自 Amersham Biosciences 公
司; Ni-NTA 蛋白纯化树脂购自 Qiagen 公司; MTT 购
自 BBI 公司; 细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生
物科技发展有限公司。RPMI 1640 细胞培养基购自
Gibco 公司。
分泌抗人 DR5 mAb 的杂交瘤细胞株抗人 DR5-
101 委托厦门波生生物公司制备; H9101 细胞株由
本实验室常规传代保存。
2 方 法
2． 1 抗体可变区基因 VL 和 VH 的克隆
将筛选出的一株分泌高效诱导肿瘤细胞凋亡之
单克隆抗体的杂交瘤细胞株抗人 DR5-101，以含
10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养至对数生长期，
1 000 r /min 离心 5 min，收集 5 × 106 个细胞，然后提
取杂交瘤细胞的总 RNA 并分离纯化 mRNA，使用
Novagen 公司抗体通用引物试剂盒提供的引物，进
行逆转录和 PCR。
逆转录条件为: 70 ℃保温 10 min 后迅速在冰上
急冷 5 min，42 ℃保温 1 h，70 ℃保温 15 min 后冰上
冷却，得到的 cDNA 直接用于 PCR 扩增。PCR 条件
为: 94 ℃ 保温 1 min，58 ℃ 保温 50 s，72 ℃ 保温 2
min，共 30 个循环，PCR 产物经 2% 琼脂糖凝胶电泳
分析后回收目的片段，并与 pMD-T Simple Vector 相
连接，测序鉴定。
2． 2 抗体基因 VH、VL 的连接肽和 scFv 基因构建
根据序列测定获得的 VH 与 VL 基因序列的氨
基端及羧基端序列，设计构建 scFv 的引物，并通过
引物带入连接肽( Linker) 序列。VH 正义链引物为:
5'-AAAACCATGGGACAGGTCCAGCTGCAGCAATCT-
GGACCTGAG-3'( CCATGG 为 NcoⅠ酶切位点) ; VH 反
义链引物为: 5'-GCTACCACCCCCTCCAGATCCGC-
CACCTCCTCCTTGACCCCAGTAGTCCATAGCC-3';
VL 正 义 链 引 物 为: 5'-ATCTGGAGGGGGTGG-
TAGCGGTGGAGGCGGGAGTGGGGCCATTTC-
CCAGGCTGT-3'; VL 反 义 链 引 物 为: 5'-AAAACTC-
GAGCAGTTTGGTTCCTCCACCGAACACCCAATGG-3'
( CTCGAG 为 XhoⅠ酶切位点) 。其中，VH 反义链引
物和 VL 正义链引物中黑体部分为连接肽，斜体黑
体部分为互补序列，为构建 scFv 而设计。
PCR 反应条件为: 94 ℃ 5 min; 然后 94 ℃ 1
min，60 ℃ 50 s，72 ℃ 2 min，30 个循环; 最后 72 ℃
10 min。将延伸后的 PCR 产物电泳回收后，overlap
PCR 进一步构建 scFv 基因。在 PCR 管中加入上述
PCR 产物、Taq 酶和缓冲液，在不加入引物的情况下
进行 10 个循环: 94 ℃ 2 min，58 ℃ 1 min，72 ℃ 1
min。在此过程中，VH 反义链引物和 VL 正义链引物
的互补序列进行互补配对，延伸后形成完整的 VH-
连接肽-VL。最后加入 VH 正义链引物和 VL 反义链
引物进行以下反应: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 1 min，60 ℃
50 s，72 ℃ 1 min，30 个循环; 72℃ 10 min，最终获得
scFv 基因序列。
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2． 3 构建 scFv 基因的重组表达载体
限制性内切酶 NcoⅠ和 XhoⅠ分别消化表达载
体 pET-22b( + ) 与抗人 DR5 scFv( aDR5-scFv) 基因
序列，纯化回收后按摩尔浓度1∶10比例混合表达载
体和 scFv 基因，用 T4 DNA 连接酶连接载体和 scFv
基因，获得重组表达载体 pET-22b( + ) -aDR5-scFv。
2． 4 表达 aDR5-scFv 重组蛋白
将重组表达载体 pET-22b( + ) -aDR5-scFv 转化
DH5α 感受态大肠杆菌，含 100 μg /mL 氨苄西林的
LB 液体培养基培养筛选，双酶切鉴定并进行测序鉴
定。阳性克隆扩大培养后，提取表达载体质粒转化
Rosetta-gami 感受态大肠杆菌，37 ℃ 培养。当培养
至 A600约为 0． 6 时，加入异丙基-β-D-硫代吡喃半乳
糖苷( IPTG) 使其终浓度为 0． 6 mmol /L，诱导表达
12 h。8 000 r /min，4 ℃离心 20 min 收集菌体，15%
SDS-PAGE 分析 aDR5-scFv 重组蛋白表达情况。
2． 5 MTT 实验检测 scFv 对癌细胞系的作用
收集对数期 H9101 细胞，调整细胞悬液浓度，
每 孔 加 入 100 μL，铺 板 使 待 测 细 胞 密 度 为
10 000 /孔，边缘孔用无菌磷酸盐缓冲液 ( PBS ) 填
充。5% CO2，37 ℃ 孵育，至细胞单层铺满孔底( 96
孔平底板) ，加入浓度梯度的药物，前一天下午铺
板，次日上午加药。一般 5 个梯度，每孔 100 μL，设
3 个复孔 5% CO2，37 ℃ 孵育 4 h，倒置显微镜下观
察。每孔加入 5 mg /mL MTT 溶液 20 μL，继续培养
4 h。若药物与 MTT 能够反应，可先离心后弃去培





将加药 4 h 后的贴壁 H9101 细胞，用胰酶消化
后收集; 用灭菌的 PBS 洗涤细胞 2 次，2 000 r /min
离心 5 min 收集( 1 ～ 5) × 105 细胞; 加入结合缓冲液
500 μL 悬浮细胞; 加入 AnnexinⅤ 5 μL 混匀后，加




3． 1 scFv 抗体的构建
本实验获得的单克隆抗体重链可变区( VH ) 基
因片段为 345 bp，轻链可变区( VL ) 片段为 330 bp，
采用 45 bp 的 linker 序列( gga ggt ggc gga tct gga ggg
ggt ggt agc ggt gga ggc ggg agt) 将 VH 与 VL 连接成一
整段 DNA 序列( VH 在 5' 端，VL 在 3' 端) ，加上起始
密码子和终止密码子，构建成的 scFv 基因序列一共
是 726 bp( 图 1) 。
1 atg gga cag gtc cag ctg cag caa tct gga cct gag ctg gtg aag cct
49 ggg gct tca gtg aag ata tcc tgc aag gct tct ggc tat acc ttc aca
97 agc tac tat ata cac tgg gtg aag cag agg cct gga cag ggc ctt gag
145 tgg att gga tat att tat cct aga gat ggt agt act aat tac aat gag
193 aag ttc aag ggc aag gcc aca ctg act gca gac aca tcc tcc agc aca
241 gcc tac atg cag ctc agc agc ctg aca tct gag gac tct gca gtc tat
289 ttc tgt gca agg gcc ctc tat gat ggt cac tac gtg ggg gct atg gac
337 tac tgg ggt caa gga gga ggt ggc gga tct gga ggg ggt ggt agc ggt
385 gga ggc ggg agt ggg gcc att tcc cag gct gtt gtg act cag gaa tct
433 gca ctc acc aca tca cct ggt gaa aca gtc aca ctc act tgt cgc tca
481 agt act ggg gct gtt aca acc agt aac tat gcc aac tgg gtc caa gaa
529 aaa cca gat cat tta ttc act ggt cta ata ggt ggt acc aac aac cga
577 gct cca ggt gtt cct gcc aga atc tca ggc tcc ctg att gga gac aag
625 gct gcc ctc acc atc aca ggg gct cag act gag gat gag gca ata tat
673 ttc tgt gtt cta tgg tac agc aac cat tgg gtg ttc ggt gga gga acc
721 aaa ctg
A
1 MET Gly Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro
17 Gly Ala Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
33 Ser Tyr Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu
49 Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Pro Arg Asp Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu
65 Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Thr Ser Ser Ser Thr
81 Ala Tyr MET Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr
97 Phe Cys Ala Arg Ala Leu Tyr Asp Gly His Tyr Val Gly Ala MET Asp
113 Tyr Trp Gly Gln Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
129 Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ile Ser Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Ser
145 Ala Leu Thr Thr Ser Pro Gly Glu Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser
161 Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Glu
177 Lys Pro Asp His Leu Phe Thr Gly Leu Ile Gly Gly Thr Asn Asn Arg
193 Ala Pro Gly Val Pro Ala Arg Ile Ser Gly Ser Leu Ile Gly Asp Lys
209 Ala Ala Leu Thr Ile Thr Gly Ala Gln Thr Glu Asp Glu Ala Ile Tyr
22 Phe Cys Val Leu Trp Tyr Ser Asn His Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr
241 Lys Leu ＊
B
A． 核苷酸序列; B． 氨基酸序列。其中，下划线部分为连接肽( Lin-
ker) 序列，＊表示终止密码子
A． Nucleotide sequence; B． Amino acid sequence． Linker sequence is
shown by underline section，while ＊ indicates stop codon．
图 1 aDR5-scFv 序列图
Fig． 1 Sequences of aDR5-scFv
3． 2 scFv 抗体蛋白的表达与纯化
将 scFv 基因克隆到商业化的 pET-22b ( + ) 载
体上，转化 Rosetta-gami 大肠杆菌宿主，获得转化菌
株为工程菌株 Rosetta-gami-aDR5-scFv。以 LB 液体
培养基培养该工程菌株，经 0． 6 mmol /L IPTG 诱导
表达 12 h，表达效率达 30% 以上。经过破菌、过镍
柱亲和色谱等步骤纯化后，获得相对分子质量约为
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30 000 的重组 scFv 抗体蛋白( 图 2) 。
1． 未诱导大肠杆菌总蛋白; 2． IPTG 诱导 1 h 表达蛋白; 3． IPTG 诱导
3h 表达蛋白; 4． IPTG 诱导 6h 表达蛋白; 5． IPTG 诱导 12 h 表达蛋
白; 6． 纯化后的 scFv; M． 蛋白质分子量标准
1． Total protein of E． coli uninduced; 2． Expressional protein induced 1 h
by IPTG; 3． Expressional protein induced 3 h by IPTG; 4． Expressional
protein induced 6 h by IPTG; 5． Expressional protein induced 12 h by
IPTG; 6． Purified scFv protein; M． Molecular weight marker for protein
图 2 aDR5-scFv 基因工程菌表达分析图
Fig． 2 Protein expression graph of gene engineering E． coli with
aDR5-scFv
3． 3 MTT 实验结果
采用 MTT 比色法检测不同浓 度 的 抗 人 DR5
mAb 和 aDR5 scFv 对 H9101 细胞增殖的影响。分
别以 0． 225，0． 45，0． 9，1． 2 mg /mL 的 aDR5 mAb 作
用 H9101 细胞 4 h 后细胞的存活率分别为84． 25%，
54． 16%，22． 77%，9． 81% ; 而 0． 225，0． 45，0． 9，1． 2
mg /mL 的 aDR5 scFv 作用 H9101 细胞 4 h 后细胞存
活率分别为 86． 68%，64． 88%，39． 06%，22． 02%，
细胞存活率均与剂量呈反比关系。不同浓度 aDR5
scFv 作用 H9101 细胞 4 h 对其增殖的影响与 aDR5
mAb 组比较，差异显著( P ＜ 0． 05) 。
3． 4 细胞凋亡检测结果
向培 养 中 的 H9101 细 胞 中 加 0． 45 mg /mL
aDR5-scFv，4 h 后进行光镜观察。空白对照组肿瘤
细胞贴壁生长良好，形状不规则，呈梭形或多角形，
细胞生长密集( 图 3A) ; 而 aDR5-scFv 实验组可见细
胞体积变小，生长密度降低，且部分细胞收缩变成圆
形，呈散在分布，细胞核染色质致密浓缩，核出现碎
裂( 图 3B) ，AnnexinⅤ /PI 双染 15 min 后在荧光显







杆 菌 Rosetta-gami，诱 导 表 达 出 的 aDR5-scFv 蛋
白 以包涵体形式为主，表达量占菌体总蛋白的30%
图 3 细胞凋亡检测图( A、B 为白光下视野; C、D 为荧光显
微镜双色滤镜下视野; C 为 100 倍放大，D 为 200 倍放大)
Fig． 3 Apoptosis assay photos ( Picture A ＆ B are shot under
white light，whilst C，D are under bi-color filters of fluorescence
microscope． Moreover，diagram C's magnification is 100 and dia-
gram D's is 200)
以上。本实验采用镍离子亲和色谱法成功地获得高




aDR5-scFv 作用 H9101 细胞 4 h 后，在光学显
微镜下，细胞形态即有明显改变，细胞间隙增大、细
胞连接消失、细胞变圆、漂浮。通过对 aDR5-scFv 作









MTT 法检测显示，当 aDR5-scFv 终浓度分别为
0． 225，0． 45，0． 9，1． 2 mg /mL 时，H9101 细胞的生长
抑 制 率 分 别 为 13． 32%，35． 12%，60． 94%，
77． 98%，随加药剂量的增加而升高。MTT 实验说
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的表达，并且对 IL-6 的抑制作用尤为显著。荧光实
时定量 PCR 和 Western blot 结果显示，LPS 诱导的
THP-1 细胞中 PPAR-α 表达与正常对照组相比有所
降低，而给予激动剂后 PPAR-α 上调，表明 OEA 在
发挥生物效应中，PPAR-α 参与了这一过程的调节。
同时观察到，经 LPS 诱导后，TLR4 的表达增加，OEA
可以抑制 LPS 诱导的 TLR4 的上调。表明 OEA 可
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